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RESUMEN 
El estudio de Salmonella Typhimurium a llevado a conocer una variedad de 
mecanismos moleculares con los que lograr sobrevivir a la acción de las células del 
sistema inmune, tales como, macrófagos neutrófilos y células dendríticas. También se 
han caracterizado mecanismos de resistencia y de evasión a la acción de presentación 
de antígenos por parte de las células dendríticas provocando la disminución de la 
activación de linfocitos, por ende, evadiendo a la respuesta inmunitaria del hospedero. 
A su vez, el sistema de dos componentes ArcAB ha sido vinculado con la regulación de 
los mecanismos de resistencia y de la regulación de la virulencia bacteriana, por lo que 
su participación en la capacidad de evasión de Salmonella al sistema inmune adaptativo 
del hospedero tiene mucha relevancia. Por lo que se diseñaron cepas de 
Salmonella Typhimurium 14028s para su estudio posterior, a través de una herramienta 
molecular utilizada para el estudio inmunológico de Salmonella y su interacción con 
células dendríticas y linfocitos T, que consiste en la expresión heteróloga de la proteína 
ovoalbúmina por parte de la bacteria y la utilización de linfocitos T antígeno-OVA 
específicos. Esta herramienta permitirá realizar un seguimiento de la activación, 
proliferación y diferenciación de los linfocitos T CD4+ y CD8+ durante la infección de 
Salmonella. La generación de las cepas mutantes fue demostrada por la capacidad de 
crecimiento en sus medio selección y la corroboración de la ausencia del gen mediante 
PCR, mientras que la expresión heteróloga de la proteína ovoalbúmina fue comprobada 
mediante inmunodetección, obteniendo en este trabajo cepas silvestre, mutantes en los 
genes arcA, arcB, arcAB y cepas mutantes para controles en los genes invA (capacidad 
de invasión) y slyA (regulación de virulencia) con la capacidad de expresar la proteína 
ovoalbúmina, obteniendo características que destacan por sobre otros diseños ya 
utilizados para el estudio inmunológico de interacción de Salmonella y células 
dendríticas con potencial biotecnológico. 
VIII 
SUMMARY 
The study of Salmonella Typhimurium has come to elucidate a variety of molecular 
mechanisms that allow it to survive the action of the immune system cells, such as, 
macrophages, neutrophils and dendritic cells. Also, there has been characterized 
resistance mechanisms and antigen presentation evasion by dendritic cells causing the 
diminishing of the lymphocytes activation, and in turn, evading the host immune 
response. Also, the two component system ArcAB has been linked to the regulation of 
the resistance mechanisms and the regulation of bacterial virulence, so their 
participation in the evasion capacity of Salmonella from the adaptive immune system 
has great relevance. We aimed to design strains of Salmonella Typhimurium 14028s for 
their latter study, through molecular tools used in the immunologic study of Salmonella 
and its interaction with dendritic cells and T lymphocytes, that consists in the 
heterologous expression of the ovalbumin protein by the bacteria and the usage of T 
lymphocytes OVA-specific. This tool will allow us to follow the activation, proliferation 
and differentiation of the CD4+ and CD8+ lymphocytes during Salmonella infection. The 
generation of mutant strains was demonstrated by the capacity of growth in their 
selection media followed by the corroborating the absence of the gene through PCR, 
while the heterologous expression of the ovalbumin protein was corroborated by 
immuno-detection, obtaining in this work wild type strains, mutants in the arcA, arcB, 
arcAB genes and mutant strains for controls, lacking the genes invA (invasion capacity) 
and slyA (virulence regulation) and the capacity of expression of the ovalbumin protein, 
obtaining characteristics that are highlighted from other experimental designs used by 
immunologic studies of the interactions of Salmonella and dendritic cells with 
biotechnological potential. 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. Salmonella enterica serovar Typhimurium y ciclo infectivo 
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) nuestro modelo de estudio 
es una bacteria patógena, Gram-negativo, intracelular, facultativo, que causa 
gastroenteritis y fiebre entérica en el modelo murino (Mackaness et al., 1966). Salmonella 
infecta al hospedero por medio del consumo de alimentos o agua contaminada. Una vez 
dentro del hospedero, el patógeno es capaz de atravesar el sistema digestivo superior, 
sobreviviendo al bajo pH del estómago y al estrés osmótico del lumen intestinal 
(Fang et al., 1999; Spector et al., 2012), alcanzado el intestino delgado. En el lumen 
intestinal Salmonella inicia la invasión del epitelio colonizando las células epiteliales y 
células M (Darwin et al., 1999).  
 
El mecanismo por el cual Salmonella logra colonizar las células del epitelio intestinal 
depende de la expresión del sistema de secreción tipo III (SSTIII), que media el ingreso 
de la bacteria al interior de la célula. Los genes que codifican para este sistema se 
encuentran localizados en la SPI-1. Asimismo, en la SPI-1 se encuentra codificadas una 
gran variedad de proteínas efectoras que presentan diferentes funciones en la 
patogenicidad y virulencia de Salmonella (Galán, 2001; Hurley et al., 2014; 
Laughlin et al., 2014). Al colonizar el epitelio intestinal, Salmonella induce una marcada 
inflamación y una respuesta inmune robusta asociadas a células fagocitas 
(Godinez et al., 2008). Seguido a la colonización del lumen intestinal, la bacteria es 
fagocitada por células del sistema inmune innato, tales como macrófagos, neutrófilos y 
células dendríticas, promoviendo la formación de un compartimiento fagosomal conocido 
como Vacuola Contenedora de Salmonella (VCS) (Drecktrah et al., 2007; 
Steele-Mortimer et al., 1999). Este compartimiento es el resultado de la evasión de la vía 
endocítica tardía promovida por proteínas efectoras codificadas en genes pertenecientes 
a la isla de patogenicidad 2 (SPI-2) (Knodler et al., 2010; Malik-Kale et al., 2012). Cabe 
destacar, que en respuesta a la infección inicial el sistema inmune innato produce una 
variedad de citoquinas inflamatorias, tales como interleuquinas 2 y 12 (IL-2, IL-12) entre 
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otras, las cuales promueven un ambiente ideal y propicio para la diferenciación de 
células T CD4+ (Mittrücker y Kaufmann, 2000; Tam et al., 2008). 
En respuesta a las infecciones bacterianas, los fagocitos utilizan una serie de 
mecanismos implicados en la muerte y procesamiento del agente patógeno, entre los que 
destacan las especies reactivas de oxígeno (ROS) como una de las principales acciones 
microbicidas, entre los tipos de ROS se destaca el peróxido de hidrógeno (H2O2) en 
macrófagos, el H2O2 es el principal tipo de ROS utilizado contra la infección de 
S. Typhimurium (Buchmeier y Hefforn, 1989; Richter-Dahlfors et al., 1997), causando
daños a nivel de estructuras biológicas, siendo la reacción del H2O2 con los grupos tiol, 
presente en residuos de cisteína, la principal fuente de daños generados en estructuras 
proteicas y sitios de actividad de enzimas. La peroxidación de lípidos de membrana es 
generada principalmente por los radicales generados por la reacción de Fenton, uno de 
sus principales precursores es el H2O2 (Imlay, 2003). Los principales efectos causados 
por este tóxico pueden resultar fatales para la supervivencia de la bacteria, en este 
contexto, la capacidad de S. Typhimurium de sobrevivir y replicarse dentro de los 
fagocitos a la presencia de este tóxico cumple un rol clave en su patogenicidad 
(Buchmeier y Heffron, 1989). 
Por otro lado, otro tipo de células que participa en la respuesta del hospedero contra 
S. Typhimurium son las células dendríticas (DCs, por dendritic cells en inglés), las cuales
son esenciales para la eliminación de S. Typhimurium. Las DCs cumplen un rol 
importante en el sistema inmune, ya que son las células que comunican el sistema 
inmune innato con el sistema inmune adaptativo, mediante la presentación de antígeno, 
activación y diferenciación de células T CD4+ y T CD8+ (Qian y Cao, 2018; 
Rescigno, 2015; Segura y Amigorena, 2013). Se han descrito similitudes entre las DCs y 
macrófagos, entre las que se destacan principalmente por ser ambas células 
presentadoras de antígeno profesionales, las condiciones dentro del fagosoma en donde 
se internaliza S. Typhimurium son similares, ambas utilizan de ROS como agente 
microbicida, específicamente H2O2, no obstante, se diferencian principalmente en el 
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procesamiento del patógeno y la especificidad de la presentación antigénica 
(Ferenbach y Hughes, 2008; Kotsias et al., 2013; Zanoni y Granucci, 2009). 
A pesar de las condiciones adversas presentadas por el fagosoma de DCs y macrófagos, 
S. Typhimurium posee varios mecanismos de resistencia para sobrevivir a este
medioambiente hostil, entre los que destacan sensores de estrés, la expresión de 
enzimas destoxificantes, moléculas de reparación y de protección. La capacidad de 
modulación génica de S. Typhimurium frente a diferentes tipos de estrés ha sido 
reportada ampliamente (Cabezas et al 2018; Eriksson et al., 2003; Lucas y Lee, 2000; 
Morales et al., 2013; Pardo-Esté et al., 2018; Wang et al., 2010). Entre los principales 
mecanismos de defensa que presenta S. Typhimurium resalta una batería enzimática que 
le permite modular el ambiente tóxico al que se enfrenta dentro de los fagocitos, entre las 
que se destacan: superóxido dismutasas que catalizan la reacción de dismutación del 
anión superóxido (O2-) para generar H2O2 y oxígeno (O2) (Imlay, 2003) y enzimas que 
degradan el H2O2 como las catalasas y peroxidasas de alquilo (Hébrard et al., 2009). 
También, otro mecanismo presente en S. Typhimurium demostrado por nuestro 
laboratorio es la modulación de la permeabilidad de la membrana externa de 
S. Typhimurium, mediante la regulación de la expresión de genes asociadas a las
porinas. Esta modulación tiene un rol importante en la destoxificación de compuestos 
tóxicos, demostrando que en presencia de tóxicos como H2O2 y ácido hipocloroso (HOCl) 
la expresión de los genes asociados a las porinas se regula de forma negativa, evitando 
la entrada de componentes tóxicos a la bacteria (Calderón et al., 2011; 
Morales et al., 2012). 
1.2. Sistema de dos componentes ArcAB 
Los mecanismos de resistencia a la acción de los fagocitos mencionados anteriormente 
son regulados mediante diversos factores transcripcionales. Uno de ellos es el sistema 
de dos componentes ArcAB, este está conformado por un sensor histidina quinasa ArcB 
y un factor transcripcional ArcA. En Escherichia coli (E. coli) ArcB se autofosforila en 
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forma dependiente de ATP en respuesta a cambios en el estado redox de las quinonas 
modificadas a nivel estructural, como consecuencia de cambios en la disponibilidad de 
oxígeno (Alexeeva et al., 2003; Bekker et al., 2010; Georgellis et al., 2001; 
Malpica et al., 2004), para luego transferir el grupo fosfato al factor de respuesta ArcA 
mediante transfosforilación (Georgellis et al., 1997; Kwon et al., 2000). Una vez activado 
ArcA (P-ArcA) induce su multimerización en tetrámeros de dímeros, uniéndose este 
complejo a las regiones promotoras de los genes blanco (Jeon et al., 2001; Lynch y Lin, 
1996). 
En S. Typhimurium ArcA se activa en condiciones de crecimiento anaeróbico regulando 
rutas del metabolismo central, biosíntesis flagelar y motilidad, por el contrario, en 
condiciones aeróbicas regula genes encontrado dentro de la SPI-1 (hilA y hilD) y de la 
SPI-2 lo que hace inferir una relación con la capacidad de invasión y de virulencia de 
S. Typhimurium (Evans et al., 2011; Jiang et al.,2017; Morales et al., 2013;
Pardo-Esté et al., 2018). 
Además, en E. coli, S. Typhimurium, S. Enteritidis el sistema de dos componentes ArcAB 
ha sido asociado con la resistencia a ROS (Lu et al., 2002; Loui et al., 2009), demostrando 
en este contexto la regulación de la expresión de los genes de las porinas ompD y ompW 
por ArcA en respuesta a H2O2 y HOCl en S. Typhimurium por nuestro laboratorio 
(Calderón et al., 2011; Morales et al., 2012). Por otra parte, análisis transcriptómicos de 
S. Typhimurium en condiciones aeróbicas y aeróbicas en presencia de H2O2,
demostraron que ArcA coordina una respuesta que involucran cambios en el metabolismo 
central, síntesis de glutatión, tiorredoxina, NADH y glicerolípidos. Estos cambios 
contribuyen a la resistencia a H2O2 al modular el potencial reductor de la bacteria 
(Morales et al., 2013). 
Se ha estudiado la participación del sistema de dos componentes ArcAB en la regulación 
de la respuesta de S. Typhimurium durante su ciclo infectivo por nuestro laboratorio. En 
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este contexto, S. Typhimurium para lograr una infección exitosa debe ser capaz de evadir 
el sistema inmune del hospedero. Se ha demostrado que el sistema de dos componentes 
ArcAB de S. Typhimurium posee un rol importante en la capacidad de supervivencia de 
la bacteria a la acción de los fagocitos del sistema inmune innato y también en la 
capacidad de la bacteria de colonizar fagocitos y lograr una infección sistémica en ratones 
C57BL/6 (Pardo-Esté et al., 2018). Para esto último, S. Typhimurium debe ser capaz, 
mediante mecanismos moleculares, de evadir la acción de las células dendríticas y 
prevenir la presentación de antígenos limitando la acción de los linfocitos, logrando así 
una evasión del sistema inmune del hospedero. 
1.3. Salmonella Typhimurium inhibe la presentación de antígenos y la acción de las 
células T 
Se ha demostrado que S. Typhimurium puede sobrevivir dentro de las DCs promoviendo 
la alteración de su maduración disminuyendo la presencia de receptores de quimiotaxis, 
así como también de los complejos mayores de histocompatibilidad MHC-I y MHC-II 
(Bayer-Santos et al., 2016; Buchmeier y Heffron, 1989; Svensson et al., 2000). También, 
se ha demostrado que S. Typhimurium modula la secreción de interleuquinas, 
disminuyendo la producción de IL-2 e IL-12, necesarias para la acción y respuesta de las 
células T (Rescigno, 2015). S. Typhimurium evade el procesamiento y previene la 
presentación de antígenos por parte de las DCs. En consecuencia, hay una drástica 
disminución de la activación de las células T específicas contra S. Typhimurium 
(McSorley et al., 2002). 
El proceso de maduración de las DCs es paralelo a su migración a órganos linfáticos 
secundarios y depende de la regulación de receptores de quimioquinas en la superficie 
celular (Cyster, 1999; Sallusto 1999). Cheminay et al. (2002) encontraron que 
S. Typhimurium induce la maduración y disminución de la presencia de receptores de
quimioquinas de DCs, lo que es crucial para su correcta migración hacia órganos 
linfáticos secundarios, como los nódulos linfáticos y el bazo. Adicionalmente, encontraron 
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que un tercio de las DCs que migraron estaban co-localizadas con Salmonella, 
concluyendo que estas células son utilizadas por la bacteria para su propia diseminación 
en el hospedero. 
Uno de los mecanismos involucrados en la capacidad de S. Typhimurium de evadir el 
procesamiento y prevenir la presentación de antígenos por parte de las DCs, son 
mediados por proteínas efectoras codificadas en la SPI-2, como por ejemplo SpiC, esta 
es capaz de inhibir la fusión de los fagosomas con lisosomas, escapando así del 
procesamiento abrasivo por parte del fagocito (Bueno et al., 2007; Tobar et al., 2004). No 
obstante, cepas de S. Typhimurium que se atenuaron su virulencia mutando el regulador 
bacteriano PhoP o en el locus de SPI-2 no son capaces de prevenir la presentación de 
antígenos (Cheminay et al., 2005; Neidergang et al., 2000). S. Typhimurium al impedir la 
presentación de antígenos a células T CD4+ y T CD8+ causa una disminución en la 
expansión clonal de las células T especificas contra S. Typhimurium y la disminución en 
la producción de IL-2 (Cheminay et al., 2005; Tobar et al., 2004; Tobar et al., 2006), 
evadiendo de esta forma la acción de una respuesta inmune tardía por el hospedero. 
Estudios han descrito que el factor transcripcional ArcA participa en la regulación de 
genes involucrados en la capacidad de virulencia de S. Typhimurium durante su ciclo 
infectivo, tanto en invasión a macrófagos y neutrófilos como durante la infección sistémica 
(Pardo-Este et al., 2018; Jiang et al., 2017), involucrándose directa e indirectamente en 
la expresión de genes pertenecientes a la SPI-1 y SPI-2 principalmente, las cuales 
cumplen un rol fundamental en la capacidad de invasión, así como el gen invA 
perteneciente a la SPI-1, forma parte de la estructura del sistema de secreción tipo III 
encargado de translocar las proteínas efectoras para lograr la invasión celular por parte 
de Salmonella (Collazo et al., 1997), viéndose regulado por arcA en ensayos de invasión 
(Pardo-Esté et al., 2018) y en supervivencia está el gen slyA que codifica para el factor 
transcripcional encargado de expresar genes en de la SPI-2, siendo un regulador de 
virulencia importante para bacterias frente a macrófagos (Buchmeier et al.,1997), durante 
ensayos de infección la recuperación de bacterias mutantes en slyA fueron similares a 
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las recuperadas en cepas mutadas en arcA y arcB (Pardo-Esté et al., 2018). Dando a 
sugerir que en invasión a células dendríticas ArcA también estaría regulando estas islas 
de patogenicidad durante el ciclo infectivo de S. Typhimurium. 
1.4. Herramientas moleculares para el estudio inmunológico con Salmonella 
El estudio de Salmonella y su interacción con las células dendríticas de forma intracelular 
ha sido realizado mediante un seguimiento de la actividad de presentación de antígenos 
y/o activación de linfocitos (Cheminay et al., 2005; Svensson et al., 2000; 
Tobar et al., 2004; Tobar et al., 2006; van der Velden et al., 2005). Para lograr el 
seguimiento de la respuesta inmune se utiliza como antígeno de reconocimiento único la 
proteína ovoalbúmina. Esta expresión puede lograrse de diversas maneras, a través de 
expresión heteróloga del gen completo o por expresión de fragmentos que son utilizados 
como antígenos de forma directa, mediante proteína de fusión o incluso siendo 
suplementada en el medio con el que se realizará la infección, esta última usada 
preferentemente en ensayos in vitro. 
La utilización de ovoalbúmina como antígeno está ligada directamente con la utilización 
de linfocitos antígeno-OVA específico derivados de las cepas de ratones transgénicos 
OT-I y OT-II, estas cepas transgénicas están diseñadas a partir de ratones silvestres 
C57BL/6, poseyendo la capacidad de reconocer por parte de sus linfocitos T, (CD8+ y 
CD4+ para OT-I y OT-II respectivamente), epítopos de ovoalbúmina específicos para 
cada uno, dado que los genes que codifican para los receptores de células T de los 
linfocitos T están modificadas para que solo sean capaz de reconocer estos epítopos 
(OVA257-264 para OT-I; OVA323-339 para OT-II) (Hogquist et al., 1994; Barnden et al., 1998), 
por lo que estos ratones son inmunodeprimidos. Dado esta característica, los linfocitos 
antígeno-OVA específicos solo serán activados por la presentación de estos epítopos por 
las células dendríticas, pudiendo ser utilizados de forma in vitro e in vivo. 
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La importancia del uso de estos ratones como dadores de linfocitos T antígeno-OVA 
específicos, es la posibilidad de realizar un seguimiento de la activación de la respuesta 
inmune adaptativa, al no ser alterados por ningún otro antígeno que pueda presentar las 
células dendríticas durante los ensayos de infección con bacterias, estos pueden ser 
activados por concentraciones relativamente bajas del péptido (Barnden et al., 1998; 
Clarke et al., 2000), dando la facilidad del diseño del constructo de expresión de 
ovoalbúmina en el patógeno, no siendo tan invasiva con respecto al resto de la expresión 
de las proteínas nativas. 
De esta manera, para este trabajo se diseñarán cepas de Salmonella Typhimurium con 
la capacidad de expresar de forma heteróloga la proteína ovoalbúmina en cada mutante 
del sistema de dos componentes ArcAB, estas cepas a su vez tendrán el potencial se ser 
utilizadas para evaluar posteriormente la capacidad de activar al sistema inmune 
adaptativo al mutar los genes relacionados con el sistema de dos componentes ArcAB.  
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1.1. HIPÓTESIS 
“La generación de la expresión heteróloga de la proteína ovoalbúmina como 
herramienta molecular en cepas de Salmonella Typhimurium ΔarcA, ΔarcB y ΔarcAB 
permitirá estudiar la participación del sistema de dos componentes ArcAB en la evasión 
del sistema inmune adaptativo de Salmonella Typhimurium”  
1.2. OBJETIVO GENERAL 
“Generar cepas mutantes en arcA, arcB y arcAB de Salmonella Typhimurium 
capaces de expresar de forma heteróloga la proteína ovoalbúmina” 
1.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1 Generar cepas de estudio S. Typhimurium OVA, S. Typhimurium ΔarcA OVA, 
S. Typhimurium ΔarcB OVA y S. Typhimurium ΔarcAarcB OVA.
1.1 Generar mutantes en genes arcA y arcB mediante recombinación homóloga. 
1.2 Generar expresión heteróloga mediante transformación con plásmido de 
expresión constitutiva del gen OVA en las cepas obtenidas en 1.1. 
1.3 Determinar expresión de la proteína ovoalbúmina en las cepas bacterianas 
obtenidas en 1.1. 
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2. METODOLOGÍA 
2.1. Generar cepas de estudio S. Typhimurium OVA, S. Typhimurium ΔarcA OVA, 
S. Typhimurium ΔarcB OVA y S. Typhimurium ΔarcΔarcB OVA. 
Los antecedentes demuestran que el sistema de dos componentes ArcAB en 
S. Typhimurium posee un rol importante en la regulación de mecanismos de resistencia, 
modulación de la capacidad invasiva e infectiva y en regulación de genes de virulencia 
en infecciones con macrófagos y neutrófilos (Pardo-Esté et al., 2018; Morales et al., 2012; 
Morales et al., 2013). No se ha descrito el rol que posee el sistema de dos componentes 
ArcAB en acción a las células dendríticas y su evasión a la acción del sistema inmune 
adaptativo. Por lo que, en este trabajo se propone diseñar cepas recombinantes capaces 
de expresar la proteína ovoalbúmina en cada una de las condiciones para evaluar 
posteriormente en ensayo de presentación de antígenos. Se generaran cepas para los 
componentes del sistema ArcAB y como controles una cepa como control de capacidad 
de invasión la cepa ∆invA y como control de virulencia la cepa ∆slyA, además de la cepa 
silvestre. 
 
2.1.1 Generar cepas mutantes en los genes arcA y arcB mediante recombinación 
homóloga. 
Las cepas de Salmonella Typhimurium capaces de expresar de forma heteróloga el 
gen de la ovoalbúmina fueron diseñadas a partir de la cepa silvestre de 
S. Typhimurium 14028s. El laboratorio ya contaba con cepas mutantes provenientes del 
cepario de M. McClelland y cepas de doble mutantes en arcAarcB de investigaciones 
anteriores (Tabla 1), por lo que se trabajó en la elaboración de mutantes en arcA y arcB 
para cumplir con el objetivo. Se utilizó la metodología de recombinación homóloga 
descrita por Datsenko y Wanner (2000), con modificaciones, se transformaron cepas 
silvestres de S. Typhimurium 14028s con el plásmido pKD46 (Tabla 3) mediante 
electroporación (p. ej. usando la configuración “EC2” del Micropulser Bio-Rad), el 
plásmido posee un origen de replicación termosensible, contiene la resistencia a 
ampicilina y los genes bet, gam y exo que participan de la recombinación homóloga bajo 
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un promotor inducido por arabinosa. Paralelamente se amplificó por PCR el fragmento 
tetAR flanqueado con regiones de homología (Tabla 2) para los genes arcA y arcB desde 
la cepa de S. Typhimurium ∆yabB::tetAR, el fragmento confiere la resistencia a 
tetraciclina a las cepas transformadas. Las cepas de S. Typhimurium con pKD46 se 
crecen a 30°C hasta una OD600 entre 0,4-0,6 y se le ingresa el fragmento amplificado 
mediante electroporación y se plaquearon en medio LB agar suplementado con 
tetraciclina a 10 μg/ml incubando a 30°C por 24 horas. Las colonias transformadas fueron 
aisladas nuevamente en placas con medio LB agar suplementado con tetraciclina a 
10 μg/ml dejando incubar a 30°C por 24 horas. 
Tabla 1. Cepas bacterianas que se utilizan en este trabajo de tesis 
Cepas Descripción Fuente 
14028s Cepa silvestre de Salmonella enterica serovar 
Typhimurium 
G. Mora
ΔyabB ΔyabB::tetAR A. Hidalgo
ΔarcA ΔarcA::tetAR Este trabajo 
ΔarcA pOVA ΔarcA::tetAR pOVA: Este trabajo 
ΔarcB ΔarcB::tetAR Este trabajo 
ΔarcB pOVA ΔarcB::tetAR pOVA Este trabajo 
ΔarcA ΔarcB ΔarcA::aph ΔarcB::cam C. Cabezas
ΔarcA ΔarcB Pova ΔarcA::aph ΔarcB::cam pOVA Este trabajo 
ΔinvA ΔinvA:: aph M. McClelland
ΔinvA pOVA ΔinvA::aph pOVA Este trabajo 
ΔslyA ΔslyA::aph M. McClelland
ΔslyA pOVA ΔslyA::aph pOVA Este trabajo 
El fragmento tetAR fue corroborado por PCR de colonia desde colonias aisladas, también 
se comprueba la ausencia de los genes arcA y arcB según la cepa transformada. Una 
vez confirmadas las cepas ∆arcA::tetAR y ∆arcB::tetAR fueron cultivadas en agitación a 
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42°C por 24 horas en caldo Luria-Bertani (LB) suplementado con tetraciclina a 10 μg/ml 
y posteriormente realizado un ensayo de sensibilidad a ampicilina, se comprueba la 
eliminación del plásmido pKD46. Las cepas sin plásmido pKD46 fueron almacenadas a -
20°C en glicerol 50% glucosa 1 mM. 
Tabla 2. Partidores utilizados para reacciones de amplificación por PCR 
Nombre Secuencia 5´- 3´ 
ArcA_Tetra_F TTGGCAATTTAGGTAGCAAACATGCAGACCCCGCACATTGGAAAAAGGTTATGCTGCTT
ArcA_Tetra_R CAGTTTGGCGCCTGGGCCGAATTAATCCTGCAGGTCGCCATGATTTGGTGACGAAATAA 
ArcB_Tetra_F GTTGTGGTGAAGGAATCCTCTATGAAGCAAATTCGTATGGGAAAAAGGTTATGCTGCTT 
ArcB_Tetra_R CGCACCCCGGTCAAACCGGGGTCATTTTTTTTCCGCGTTATCATTTGGTGACGAAATAA 
ArcA_F CGCGTGAACTGCGTGAACAG 
ArcA_R TCATCCGCGCCGATTTCGAG 
ArcB_F CGGTAGGGCTGCGTCATCTG 
ArcB_R  GTGCTGCCACTCCTGCTTCA 
Las secuencias subrayadas pertenecen a la región de homología 
2.1.2 Generar expresión heteróloga mediante transformación con plásmido de 
expresión constitutiva del gen OVA. 
Para lograr la expresión heteróloga del gen que codifica para la proteína ovoalbúmina se 
utilizó un plásmido, pOVA, proporcionado por la colaboración del Dr. Alexis Kalergis del 
Millennium Institute on Immunology and Immunotherapy de la Pontificia Universidad 
Católica de Chile, el cual contiene la secuencia del gen que codifica para ovoalbúmina 
bajo un promotor constitutivo bacteriano, incluyendo resistencia antibiótica a ampicilina 
como selección. El ingreso del plásmido a las cepas de estudio se realizó mediante 
electroporación y se plaquearon en placas de LB agar suplementado con ampicilina a 
10 μg/ml e incubando a 37°C por 24 horas. Las colonias aisladas fueron plaqueadas 
nuevamente en LB agar suplementadas con ampicilina a 10 μg/ml e incubadas a 37°C 
por 24 horas. Las mutantes transformadas con el plásmido resistente a ampicilina fueron 
almacenadas a -20 °C en glicerol 50% glucosa 1mM. 
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 Tabla 3. Listado de plásmidos utilizados en este trabajo 
Nombre Características Fuente 
pKD46 repA101(ts), oriR101, bla, ParaB‐(gam, bet, exo), 
AmpR 
Datsenko y Wanner (2001) 
pOVA pMB1ori, bla, Pcon OVAL, AmpR Dr. Alexis Kalergis 
2.1.3 Determinar expresión de la proteína ovoalbúmina en las cepas bacterianas. 
La corroboración de la expresión del gen que codifica para la ovoalbúmina en las cepas 
mutantes generadas se realizó mediante ensayo de Western Blot, para lo cual se 
extrajeron las proteínas totales de cultivos de 50 ml de 24 horas de las cepas de estudio 
transformadas con el plásmido pOVA, cargando aproximadamente 100 μg de extracto 
crudo de proteínas en 2 geles de 12% de poliacrilamida como resolutivo para una 
electroforesis denaturante. Un gel fue teñido con azul de Coomassie para revelar las 
proteínas totales de cada cepa, mientras que el otro se le realizó electrotransferencia a 
una membrana de nitrocelulosa para realizar el ensayo de Western Blot. La 
electrotransferencia se realizó a 150 mA por 2 horas a 4 °C, el ensayo de Western Blot 
se utilizó un anticuerpo policlonal contra ovoalbúmina, conejo-anti-OVA, y el revelado se 
realizó utilizando un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a la enzima fosfatasa 
alcalina usando BCIP/NBT como sistema de detección. 
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3. RESULTADOS
3.1. Expresión heteróloga de la proteína ovoalbúmina de cepas mutantes de
S. Typhimurium y cepa silvestre 14028s.
Como resultado de la realización del protocolo de recombinación homóloga obtuvimos 
cepas bacterianas con la capacidad de crecer en presencia de tetraciclina, como primer 
indicio de la mutación de los genes arcA y arcB. Seguidamente, a partir de éstas cepas, 
se determinó a través de PCR de colonia la inserción del gen que codifica para la 
resistencia a tetraciclina en sustitución de arcA y arcB respectivamente, utilizando 
partidores específicos en cada caso en cepas crecidas en placas LB suplementadas con 
tetraciclina 10 µg/ml, los resultados muestran la presencia del fragmento tetAR después 
de la primera recombinación homóloga, obteniendo las cepas mutantes en los genes arcA 
y arcB (Figura 1). 
Luego de obtenidas de las cepas mutantes, con un resultado positivo determinado 
mediante PCR, se realizó la selección de las cepas que contienen el plásmido que posee 
la secuencia del gen que codifica para la proteína ovoalbúmina mediante la capacidad de 
resistencia a ampicilina, obteniendo todas las mutantes de estudio resistentes a la 
selección del plásmido. Finalmente, se determinó la expresión de la proteína ovoalbúmina 
de las cepas de estudio a través de un ensayo de Western Blot con anticuerpo 
anti-ovoalbúmina policlonal, observándose que el control negativo de la cepa silvestre de 
S. Typhimurium 14028s sin transformar con plásmido pOVA demuestra la ausencia de
ovoalbúmina y en todas las cepas de Salmonella Typhimurium de estudio se observó 
expresión de la proteína ovoalbúmina, por lo que se obtuvieron las cepas 
Salmonella Typhimurium 14028s pOVA, S. Typhimurium ΔarcA::tetAR pOVA, 
S. Typhimurium ΔarcB::tetAR pOVA, S. Typhimurium ΔarcA::aph ΔarcB::cam pOVA,
S. Typhimurium ΔslyA::aph pOVA, S. Typhimurium ΔinvA::aph pOVA.
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Figura 1. Electroforesis de corroboracion de cepas mutantes de S. Typhimurium 
∆arcA::tetAR y ∆arcB::tetAR. A. Electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR de 
colonia utilizando partidores externos del gen arcA dirigido a las cepas de S. Typhimurium 14028s 
ΔarcA aisladas de placas suplementadas con tetraciclina 10 µg/ml, donde C- es el control de 
reacción, arcA control de cepa de S. Typhimurium 14028s sin mutar y C1-C5 colonias de 
S. Typhimurium resistentes a tetraciclina. B. Electroforesis de PCR de colonia utilizando
partidores externos al gen arcB dirigido a cepas de S. Typhimurium 14028s ΔarcB aisladas de 
placas suplementadas con tetraciclina 10 µg/ml, donde arcB control de cepa de S. Typhimurium 
14028s sin mutar y C6-C10 colonias de S. Typhimurium resistentes a tetraciclina. El amplificado 
esperado para el cassette de tetraciclina es de aproximadamente 2100 pb. 
1000pb 
A 
2000pb 
2000pb 
3000pb 
B C -   arcA   C1    C2     C3     C4     C5  
arcB C6    C7   C8    C9   C10  
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Figura 2. Electroforesis denaturante de proteínas totales y Western Blot contra 
ovoalbúmina de las cepas de estudio. A. SDS-Page de extracto de proteínas totales de las 
cepas de estudio. La banda aparente aparece en todas las cepas menos la silvestre de 
S. Typhimurium 14028s. B. Western Blot contra ovoalbúmina de las cepas de estudio con
anti-cuerpo policlonal anti-OVA. La expresión de la proteína está en todas las cepas de estudio 
(cepas subrayadas). La proteína ovoalbúmina tiene un peso estimado de 42,7 kDa. 
55 KDa 
35 KDa 
42,5 KDa 
A
B 
42,5 KDa 
55 KDa 
35 KDa 
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4. DISCUSIÓN
Las cepas de estudio generadas en este proyecto se caracterizan por expresar la proteína 
ovoalbúmina completa, lo que les confiere una ventaja inmunológica ya que es más 
antigénica que a los péptidos OT-I (OVA257-264) y OT-II (OVA323-339) por sí solos, debido 
que se podrá estimular a ambos linfocitos con una sola cepa recombinante, pudiendo 
llevar a cabo ensayos en conjunto con ambas células T transgénicas. Esta característica 
nos puede ayudar a entender el efecto que genera Salmonella Typhimurium junto con el 
rol que posea el sistema de dos componentes ArcAB en ambos linfocitos T transgénicos. 
Estudios han determinado que S. Typhimurium disminuye la presencia del MCH-II y en 
consecuencia afectando la activación de linfocitos T CD4+ (El Quiadi et al., 2018). Por lo 
que un ensayo con las cepas diseñadas deberá presentar un resultado de activación de 
estos linfocitos T. 
Por otro lado, nuestras cepas diseñadas también poseen la expresión del gen que 
codifica para la ovoalbúmina bajo un promotor constitutivo, por lo que la proteína 
ovoalbúmina será expresada de forma constante durante todo el período del ensayo de 
infección en comparación a otros constructos diseñados que están bajo un promotor 
inducible (Tobar et al., 2004), entregando una ventaja pudiéndose realizar ensayos in vivo 
con linfocitos T transgénicos inyectados en ratones C57BL/6. De esta manera, junto con 
la característica anterior mencionada, se podrá evaluar de forma in vivo el rol que posee 
el sistema de dos componentes. 
Las herramientas moleculares usadas para el seguimiento de la activación y proliferación 
de linfocitos T varían en cuanto a la forma de implementación y administración del 
antígeno, sin embargo, todas apuntan a determinar fenómenos similares. En particular, 
el estudio de que Salmonella virulenta previene la activación de los linfocitos T CD4+, fue 
realizado en Cheminay et al., 2005 mediante una ovoalbúmina no expresada por 
Salmonella, sino como antígeno suplementado en el medio con el que se desarrolló los 
ensayos de infección. Por otro lado, en el mismo tema de estudio, Tobar et al., 2006 en 
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sus ensayos de infección se realizaron mediante cepas de Salmonella con un constructo 
que expresa el gen de la proteína ovoalbúmina bajo el promotor lac. Ambos estudios 
llegaron a la misma conclusión, que en la ausencia de genes funcionales asociados a la 
virulencia del patógeno Salmonella Typhimurium no puede prevenir la presentación de 
antígenos a los linfocitos T por parte de las células dendríticas. Por lo que los resultados 
que se obtengan con las cepas diseñadas en este proyecto se puedan comparar, vincular 
o asociar a los estudios de virulencia del patógeno asociado a la interacción de las células
dendríticas (Bueno et al., 2012) como los estudios en el sistema de dos componentes 
ArcAB (Pardo-Esté et al., 2018). 
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5. CONCLUSIONES
Se obtuvieron cepas mutantes a partir de Salmonella Typhimurium 14028s en los genes 
de arcA y arcB mediante recombinación homóloga λ red. 
Las cepas mutantes obtenidas se transformaron con el plásmido pOVA que contiene la 
secuencia del gen que codifica para la proteína ovoalbúmina, obteniendo cepas 
resistentes al antibiótico de selección presente en el plásmido. 
Se determinó la expresión de la proteína ovoalbúmina mediante inmunodetección en 
todas las cepas mutantes en estudio (cepa silvestre, arcA, arcB, arcAB, slyA e 
invA). 
Se obtuvieron cepas mutantes de S. Typhimurium 14028s para los genes de arcA, arcB 
arcAB, slyA e invA capaces de expresar la proteína ovoalbúmina de forma heteróloga 
bajo un promotor constitutivo bacteriano inserto en un plásmido con resistencia a 
ampicilina para su selección. 
20 
6. PROYECCIÓN
El análisis de la activación y diferenciación de las células T por la acción de 
Salmonella Typhimurium ha sido estudiada ampliamente, reportando varios genes que 
son esenciales para que S. Typhimurium sea capaz de prevenir la presentación de 
antígenos y así poder disminuir notoriamente la activación de las células T 
(Cheminay et al., 2005; Alaniz et al., 2006; Tobar et al., 2006; Bueno et al., 2007). 
También se ha reportado que el sistema de dos componentes ArcAB participa en la 
modulación de genes de virulencia y en mecanismos de resistencia a la acción de estrés 
oxidativo (Morales et al., 2012; Morales et al., 2013; Jiang et al., 2017; 
Cabezas et al., 2018). Así mismo, se ha reportado su acción en la supervivencia de S. 
Typhimurium dentro de fagocitos del sistema inmune innato y la participación en la 
infección sistémica (Pardo-Esté et al., 2018). Pero aún no se ha descrito el efecto que 
posee el sistema de dos componentes ArcAB en la acción de S. Typhimurium durante la 
prevención de la presentación de antígenos por parte de las células dendríticas y la 
disminución de la activación de las células T CD4+ y CD8+. 
Con las cepas generadas en este proyecto se buscará esclarecer el rol del sistema de 
dos componentes ArcAB de S. Typhimurium durante la evasión del sistema inmune 
adaptativo del hospedero. Para ello se realizarán ensayos in vitro e in vivo de infección 
con las cepas generadas y los linfocitos antígeno-OVA específicos derivados de los 
ratones OT-I y OT-II. Evaluando la proliferación de los linfocitos T como también la 
producción de interleuquinas (IL-2; IL-12) y citoquinas (IFNγ; TNFα) necesarias para la 
activación de los linfocitos T. Con los resultados de estos ensayos, en conjunto con los 
antecedentes descritos se podrá establecer el rol que posee ArcA y ArcB (y en conjunto 
como sistema de dos componentes) en la prevención de la activación de los linfocitos T. 
Esperando observar la disminución de la virulencia en las cepas mutantes en los genes 
arcA, arcB y arcAB, al saber que el sistema de dos componentes ArcAB regula genes de 
virulencia (Pardo-Esté et al., 2018; Jiang et al., 2017), por consiguiente una activación de 
los linfocitos T, al no poder prevenir la acción de las células dendríticas al procesamiento 
del patógeno.  
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La finalidad de contribuir en el conocimiento del mecanismo a través del cual 
S. Typhimurium previene la presentación de antígenos por parte de las células
dendríticas y disminuir la activación de los linfocitos T, logrando la evasión del sistema 
inmune adaptativo es de importancia en varios aspectos. Al ser un patógeno de amplio 
espectro de hospederos, es relevante conocer sus mecanismos de virulencia, pudiendo 
identificar nuevos puntos de acción para poder combatirla o generar nuevas formas de 
identificar a las cepas resistentes o virulentas tanto en la industria alimenticia como en el 
ámbito de la bio-medicina. Además, entre varios serotipos el sistema de dos 
componentes ArcAB está presente, por ejemplo, Salmonella Typhi, Salmonella Infantis, 
Salmonella Enteritidis, casos que pueden motivar el estudio del sistema de dos 
componentes en su acción virulenta para estos patógenos y poder generar ciencia 
aplicada e innovación, por ejemplo, vacunas con el patógeno atenuado al mutarse el 
sistema de dos componentes para casos clínicos, por otro lado, la generación de una 
molécula específica para la inhibición de la acción de ArcAB en pacientes infectados con 
S. Typhimurium esto podría generar la inhibición de la virulencia del patógeno y además
puede sustituir el uso de antibióticos, lo cual genera una serie de problemas asociados a 
la multiresistencia. 
En conjunto, las cepas obtenidas en este estudio tienen un gran potencial de generar 
información valiosa sobre el mecanismo que le permite a Salmonella concretar una 
infección exitosa, esta información puede utilizarse para generar estrategias de 
tratamiento y eliminación de este patógeno en el contexto industrial y de salud humana, 
dado que la salmonelosis aún se encuentra entre las mayores preocupaciones de salud 
pública nacional y a nivel mundial. 
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